
李玉博， 朱信刚， 杜伟国， 等． 一株猪 Ａ 群轮状病毒的分离及 ＶＰ６ 多克隆抗体的制备 ［Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０２６， ５８ （７）： ５６－６４．
ＬＩ Ｙ Ｂ， ＺＨＵ Ｘ Ｇ， ＤＵ Ｗ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｇｒｏｕｐ Ａ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＰ６ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ［ Ｊ］ ． Ａｎｉｍａｌ
Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２６， ５８ （７）： ５６－６４．

一株猪 Ａ 群轮状病毒的分离及 ＶＰ６ 多克隆抗体的制备

李玉博１，２＃， 朱信刚３＃， 杜伟国３， 王紫荷１， 张萌２， 李德昕２，
李向东２， 王红岩４， 王学杨１∗， 张振东１，２∗

（１􀆰 江苏科技大学生物技术学院， 江苏 镇江　 ２１２０１８；
２􀆰 扬州大学兽医学院， 江苏 扬州　 ２２５００９；

３􀆰 禾丰食品股份有限公司， 辽宁 沈阳　 １１０１２８；
４􀆰 吉林正业生物制品股份有限公司， 吉林 吉林　 １３２１０１）

摘要： 旨在分离鉴定某猪场猪 Ａ 群轮状病毒 （ＰｏＲＶＡ） 的流行毒株及制备 ＶＰ６ 蛋白的多克隆抗体。 选择 ＰｏＲＶＡ 呈阳性的腹泻仔猪粪便样品， 处

理后接种 Ｍａｒｃ１４５ 细胞进行分离培养， 通过 ＲＴ－ＰＣＲ、 间接免疫荧光 （ＩＦＡ） 检测进行鉴定； 扩增 ＶＰ６ 全长片段， 克隆至原核表达载体 ｐＥＴ－２８ａ，
将测序正确的重组表达质粒转化至大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态细胞， 对表达的重组蛋白进行可溶性分析与镍柱纯化， 通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定蛋白的表达与纯化效果； 将纯化后的 ＶＰ６ 蛋白免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 收集血清后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＩＦＡ 鉴定。 结果： 成功分离到 １
株可在体外培养的 ＰｏＲＶＡ 毒株 ＧＤＹＴ２０２４， ＶＰ７ 基因型为 Ｇ１２； 诱导表达的重组蛋白主要以包涵体形式存在， 纯化后条带单一 （４３ ｋＤａ）， 与预

期结果一致； 间接 ＥＬＩＳＡ 方法测定制备的鼠源多抗效价均在 １ ∶ ６４ ０００ 以上， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ （稀释比 １ ∶ ５００ 至 １ ∶ ３ ０００） 和 ＩＦＡ （稀释比 １ ∶ ５００ 至

１ ∶ １ ５００） 检测 ＰｏＲＶＡ 感染的样品均具有明显的阳性信号， 表明制备的多抗可与病毒蛋白产生良好的免疫反应性。 本研究为后续 ＰｏＲＶＡ 的分离

鉴定及其感染与致病的分子机制研究奠定了基础。
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　 　 轮状病毒 （ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ， ＲＶ） 是引起人 （主要为 ５
岁以下儿童） 和幼龄动物 （包括猪、 牛、 马、 禽类

等） 发生病毒性腹泻的重要人畜共患病原体， 严重

危害人类健康和畜牧产业的发展［１］。 猪轮状病毒

（ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｏｔａｖｉｒｕｓ， ＰｏＲＶ） 感染主要引起产房仔猪及

保育猪的一过性腹泻， 损伤肠道绒毛进而导致猪生长

缓慢及料重比升高， 当生产管理不当或与其他病原混

合感染时死亡率明显上升［２－５］。 近年来， 猪场 ＰｏＲＶ
检出率不断升高， 加剧了当前猪病的防控难度， 也给

公共生物安全带来了极大的风险［６－８］。 ＰｏＲＶ 属于呼

肠孤病毒科、 轮状病毒属， 其病毒粒子呈二十面体对

称结构， 拥有 ３ 层衣壳 （核衣壳、 内衣壳与外衣

壳）， 无囊膜［９－１０］。 ＰｏＲＶ 全长基因组由 １１ 个分节段

的双链 ＲＮＡ 组成， 分别编码 ６ 种结构蛋白 （ＶＰ１ ～
ＶＰ４， ＶＰ６， ＶＰ７） 与 ５ 种 非 结 构 蛋 白 （ ＮＳＰ１ ～
ＮＳＰ５ ／ ６）， 其中 ＶＰ６ 以三聚体形式组成完整病毒粒

子的中间层 （内衣壳）， 在激活转录酶、 促进 ｍＲＮＡ
合成等病毒的复制、 装配过程中发挥作用， 也是病毒

粒子中含量最丰富的蛋白 （５０％ ～ ６０％）， 对维持病

毒粒子的稳定性具有重要作用［１１－１３］。 根据 ＶＰ６ 序列

及抗原性差异， ＲＶ 被分为 Ａ～ Ｊ 共 １０ 个群， 其中 Ａ、
Ｂ、 Ｃ、 Ｈ、 Ｅ 群 ＲＶ 可 感 染 猪， 而 猪 Ａ 群 ＲＶ
（ＰｏＲＶＡ） 在 全 世 界 范 围 内 普 遍 存 在， 最 为 流

行［１４－１５］。 本研究旨在从一腹泻猪场的粪便样品中分

离 ＰｏＲＶ， 对分离毒株的 ＶＰ６ 和 ＶＰ７ 进行测序和遗传

进化分析， 以了解该场 ＰｏＲＶ 的流行情况； 同时表达

纯化 ＶＰ６ 蛋白免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠制备多克隆抗体，
以期为后续进一步研究 ＶＰ６ 蛋白的生物学功能及病

毒感染与致病的分子机制奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 病料来源

采集广州市某猪场 ＰｏＲＶＡ 阳性粪便样品， 与

ＰＢＳ 按 １ ∶ ３ 进行均质化， －８０ ℃反复冻融 ３ 次， ４ ℃
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 取上清液用 ０􀆰 ２２ μｍ 滤器

过滤， 于－８０ ℃冻存。
１􀆰 ２　 主要材料

胎牛血清购自上海双洳生物科技有限公司； 胰蛋

白酶－ＥＤＴＡ 消化液 （０􀆰 ２５％） 含酚红、 青链霉素混

合液 （１００×） 购自北京索莱宝科技有限公司； 胰蛋

白酶 １ ∶ ２５０ 购自兰杰柯科技有限公司 （Ｂｉｏｓｈａｒｐ）；
ＤＭＥＭ 培养基购自格来赛生命科技 （上海） 有限公

司； ｐＥＴ － ２８ａ 表达载体、 大肠杆菌 ＢＬ２１ 宿主菌、
Ｍａｒｃ１４５ 细胞为本实验室保存； Ｓｉｍｐｌｙ Ｐ 病毒 ＤＮＡ ／
ＲＮＡ 提取试剂盒购自杭州博日科技股份有限公司；
ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ （ ＋ ｇＤＮＡ
ｗｉｐｅｒ）、 ２ × Ｔａｑ Ｐｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ Ⅱ、 ＤＬ２０００ ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ 购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司； 胶

回收试剂盒、 质粒提取试剂盒购自康为世纪生物科技

股份有限公司； ＢａｍＨⅠ、 ＸｈｏⅠ限制性内切酶和 Ｔ４
ＤＮＡ 连接酶均购自 ＴａＫａＲａ 公司； Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白浓度

测定试剂盒、 Ｈｉｓ 标签纯化树脂购自上海碧云天生物

技术股份有限公司； 鼠抗 Ｈｉｓ 标签抗体、 辣根过氧化

物酶 （ＨＲＰ） 标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ 抗体、 山羊抗兔

ＩｇＧ 抗体购自爱博泰克公司； Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 偶联抗

兔 ＩｇＧ 抗体购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； 弗氏

完全佐剂、 弗氏不完全佐剂购自 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；
ＥＣＬ 超敏型发光液购自亚科因 （武汉） 生物技术有

限 公 司； 毒 株 ＲＶＡ ／ Ｐｉｇ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ＡＨＢＺ２３０３ ／ ２０２３ ／
Ｇ１１Ｐ ［ ７］ （ ＡＨＢＺ２３０３）、 ＲＶＡ ／ Ｐｉｇ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ＡＨＢＺ２３０４ ／
２０２３ ／ Ｇ９Ｐ ［ ２３ ］ （ ＡＨＢＺ２３０４ ）、 ＲＶＡ ／ Ｐｉｇ ／ Ｃｈｉｎａ ／ ＡＨ⁃
ＢＺ２３０５ ／ ２０２３ ／ Ｇ９Ｐ ［ ２３ ］ （ ＡＨＢＺ２３０５ ）、 ＲＶＡ ／ Ｐｉｇ ／
Ｃｈｉｎａ ／ ＡＨＢＺ２３１０ ／ ２０２３ ／ Ｇ９Ｐ［２３］（ＡＨＢＺ２３１０）由本实

验室分离保存； ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠购自扬州大学实

验动物中心； ＰｏＲＶＡ ＶＰ６ 兔源多克隆抗体由广西大

学制备与馈赠［１６］。
１􀆰 ３　 引物设计

通过对比 ＮＣＢＩ 中多株 ＰｏＲＶＡ ＶＰ６、 ＶＰ７ 序列，
使用 ＳｎａｐＧｅｎｅ 软件设计 ＶＰ６、 ＶＰ７ 通用引物； 以当

前分离毒株的 ＶＰ６ 序列， 利用 ＳｎａｐＧｅｎｅ 软件分析

后， 上下游引物 ５′端分别引入 ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ酶切

位点交由生工生物工程 （上海） 股份有限公司进行

合成， 引物相关信息见表 １。
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表 １　 ＰＣＲ 引物相关信息

引物名称 引物序列 （５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ

ＶＰ６－Ｆ ＧＧＣＴＴＴＷＡＡＡＣＧＡＡＧＴＣＴＴＣ

ＶＰ６－Ｒ ＧＧＴＣＡＣＡＴＣＣＴＣＴＣＡＣＴ
１ ２０９

ＶＰ７－Ｆ ＧＧＣＴＴＴＡＡＡＡＧＡＧＡＧＡＡＴＴＴＣＣＧ

ＶＰ７－Ｒ ＧＧＴＣＡＣＡＴＣＡＴＡＣＡＲＴＴＣＴＡＡ
１ ０６０

ＶＰ６－２８ａ－ＢａｍＨⅠ－Ｆ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＡＧＧＴＴＣＴＧＴＡＣＴＣＡＣＴＧ

ＶＰ６－２８ａ－ＸｈｏⅠ－Ｒ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＴＴＡＡＴＣＡＧＣＡＴＧＣＴＴＣＴＡＡＴＡＧ
１ １９４

　 　 　 　 　 　 　 　 注： 下划线为酶切位点。

１􀆰 ４　 病毒分离和传代

将 １􀆰 １ 中的上清液与 １０ μｇ ／ ｍＬ 的胰酶混合， 于

３７ ℃中孵育 ２ ｈ， 将其接种于单层 Ｍａｒｃ１４５ 细胞上，
于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２培养箱感作 １􀆰 ５ ｈ 后弃掉病毒液，
ＰＢＳ 洗 ２ 次， 补加维持液 （ 含 ４ μｇ ／ ｍＬ 胰酶的

ＤＭＥＭ） 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２培养箱中培养。 按上述方

法盲传 ３ 代， 未见明显致细胞病变效应 （ＣＰＥ） 的培

养物于 ３ ｄ 后收毒， ＣＰＥ 达 ８０％以上收毒， 反复冻融

３ 次于－８０ ℃冻存。
１􀆰 ５　 间接免疫荧光 （ＩＦＡ） 检测

按照 １􀆰 ４ 操作对第 ３、 ４ 代病毒液进行预处理后

感染单层 Ｍａｒｃ１４５ 细胞， 同时设立未感染病毒的细胞

作为空白对照。 以 ＶＰ６ 兔源多克隆抗体 （ １ ∶
１ ５００ 倍稀释） 为一抗， 在感染后 ４８ ｈ 进行 ＩＦＡ
检测。
１􀆰 ６　 病毒 ＶＰ６ 和 ＶＰ７ 扩增和序列分析

提取 １􀆰 ４ 中收集的第 ３ 代病毒样品的 ＲＮＡ， 具

体操作参照核酸提取试剂盒说明书。 以提取的 ＲＮＡ
为模板翻转录合成 ｃＤＮＡ， 以 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ
扩增， 进行琼脂糖凝胶电泳测定。 将阳性样品送至生

工生物工程 （上海） 股份有限公司进行测序。
１􀆰 ７　 ＶＰ６ 的 ＰＣＲ 扩增及原核表达载体构建

以本研究分离毒株的 ＲＮＡ 为模板， 反转录合成

ｃＤＮＡ， 以 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增。 将胶回收的

ＰＣＲ 产物与 ｐＥＴ－２８ａ 空载经 ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ双酶切

后， 使用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶进行 １６ ℃过夜连接。 将连

接产物转化至大肠杆菌 ＢＬ２１ 感受态细胞， 挑取单菌

落培养 ４～６ ｈ， ＰＣＲ 鉴定正确后， 将阳性菌液送至生

工生物工程 （上海） 股份有限公司进行测序。
１􀆰 ８　 ＶＰ６ 蛋白的原核表达及可溶性分析

将测序正确的阳性菌液接种于 ５ ｍＬ 含卡那霉素

抗性的 ＬＢ 液体培养基， ３７ ℃条件下 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 过夜

培养。 将扩大培养的菌液以 １ ∶ ２０ 的比例转接于含卡

那霉素的 ＬＢ 液体培养基， 同时设置无目的片段的空

载作为对照组， ３７ ℃培养至对数期， 试验组分别给

予 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ７５ 和 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ， 在 ３７ ℃

诱导温度下 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 诱导表达 ４ ｈ， 经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
和考马斯亮蓝染色确定最佳诱导浓度。 将诱导温度设

置为 １６ ℃、 ２５ ℃和 ３７ ℃， １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 分别诱导 １６、
１２ 和 ４ ｈ， 收集菌体， 加入裂解液， 重悬后进行超声

破碎， 离心后分别取上清液和沉淀进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
和考马斯亮蓝染色， 分析目的蛋白的表达形式。
１􀆰 ９　 ＶＰ６ 重组蛋白的纯化与鉴定

在最佳诱导浓度与最佳诱导温度下大量诱导培养

阳性菌液， 收集菌体， 加入裂解液， 重悬后进行超声

破碎， 破碎后的样品进行蛋白纯化， 具体方法参照

Ｈｉｓ 标签纯化树脂说明书。 纯化后的目的蛋白采用浓

缩柱进行脱盐复性处理后， 用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白浓度测定

试剂盒测定目的蛋白浓度。 最后采用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 及

考马斯亮蓝染色对纯化后的目的蛋白进行鉴定。 同时

对制备蛋白样品进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定， 以鼠抗 Ｈｉｓ
标签抗体 （１ ∶ １０ ０００ 倍稀释） 为一抗， ４ ℃过夜孵

育； 洗膜， 以 ＨＲＰ 标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ 抗体 （１ ∶
１０ ０００ 倍稀释） 为二抗， 于室温下孵育 ２ ｈ； 洗膜，
加入 ＥＣＬ 超敏型发光液显色， 使用 Ｔａｎｏｎ 发光成像

系统进行观察。
１􀆰 １０　 ＶＰ６ 多克隆抗体的制备及抗体效价测定

首免前采集小鼠血清作为阴性对照。 首免按照

５０ μｇ ／只的剂量， 将纯化后的蛋白与等体积的弗氏完

全佐剂充分混合乳化后， 采用背部皮下多点注射法对

所选的 ６ 只 ８ 周龄的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠进行免疫； ＶＰ６ 重

组蛋白与等体积的弗氏不完全佐剂混合乳化作为免疫

原， 以同样的方法对免疫后的动物进行二免和三免。
首免、 二免、 三免间隔 ２ 周。 三免结束 ２ 周后， 采集

被免疫小鼠的血液收集阳性血清， 分装保存。 以纯化

的 ＶＰ６ 重组蛋白为抗原包被酶标板， 以采集的多克

隆抗体阳性血清为一抗， ＨＲＰ 标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ 抗

体为二抗， 利用间接 ＥＬＩＳＡ 方法进行血清效价测定，
用酶标仪测定 Ｄ４５０ ｎｍ值。
１􀆰 １１　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＩＦＡ 检测

将 ＡＨＢＺ２３０３、ＡＨＢＺ２３０４、ＡＨＢＺ２３０５ 和 ＡＨＢＺ２３１０
株按照感染比 （ＭＯＩ） ＝ ０􀆰 ０１ 的剂量感染 Ｍａｒｃ１４５ 细
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胞， ４８ ｈ 后收取蛋白样品， 使用本研究制备的 ＶＰ６
鼠源抗多克隆抗体， 按照 １ ∶ ５００、 １ ∶ １ ０００、 １ ∶
２ ０００、 １ ∶ ３ ０００ 的比例稀释进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。
同时以 Ｍａｒｃ１４５ 细胞蛋白样品及本实验室保存的猪流

行性腹泻病毒 （ＰＥＤＶ） ＬＺＷ 株、 猪德尔塔冠状病毒

（ＰＤＣｏＶ） ＣＨＮ－ＨＮ－１６０１ 株、 猪繁殖与呼吸综合征

病毒 （ＰＲＲＳＶ） ＪＳｓｚ２０２０ 株感染的 Ｍａｒｃ１４５ 细胞蛋白

样品为对照， 按照 １ ∶ ５００ 的比例稀释 ＶＰ６ 鼠源多克

隆抗体进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。 将 ＡＨＢＺ２３０３ 株、
ＡＨＢＺ２３０４ 株和本试验分离株按照 ＭＯＩ ＝ ０􀆰 ０１ 的剂量

感染 Ｍａｒｃ１４５ 细胞， 同时设立未感染病毒的细胞为空

白对照， 在感染后 ４８ ｈ， 按照 １ ∶ ５００、 １ ∶ １ ０００、
１ ∶ １ ５００ 的比例稀释 ＶＰ６ 鼠源多克隆抗体作为一抗，

同时 ＶＰ６ 兔源多克隆抗体按照 １ ∶ １ ５００ 的比例稀释

作为阳性对照， 进行 ＩＦＡ 检测。

２　 结果

２􀆰 １　 病毒分离与传代培养鉴定

将 ＰｏＲＶＡ 阳性样品处理液接种于单层 Ｍａｒｃ１４５
细胞， 接种 ７２ ｈ 后， 显微观察无明显细胞病变； 按

照相同方法盲传至第 ３ 代， 显微镜下可见细胞融合、
皱缩与崩解等典型的细胞病变。 使用 ＰｏＲＶＡ ＶＰ６ 兔

源多克隆抗体进行 ＩＦＡ 鉴定， 病毒感染组可见特异性

绿色荧光信号， 未感染组无阳性信号 （图 １）。 以上

结果表明成功分离到 １ 株 ＰｏＲＶＡ， 将其命名为

ＧＤＹＴ２０２４。

图 １　 ＧＤＹＴ２０２４ 感染 Ｍａｒｃ１４５ 细胞的 ＣＰＥ 及 ＩＦＡ 结果 （比例尺＝１００ μｍ）

２􀆰 ２　 分离株 ＶＰ６、 ＶＰ７ 扩增及核酸序列分析

使用表 １ 中设计的 ＶＰ６、 ＶＰ７ 引物进行 ＰＣＲ 扩

增， 可以得到与预期一致的条带， 测序后分别获得

１ ２２３ ｂｐ及 ９８１ ｂｐ 的全长序列 （ 图 ２Ａ、 Ｂ）， 将

ＧＤＹＴ２０２４ 的 ＶＰ６、 ＶＰ７ 序列上传 ＮＣＢＩ， 获得序列

号 ＰＶ２６２２５０ 与 ＰＶ２６２２５１。 将 ＶＰ６、 ＶＰ７ 进 行

ＢＬＡＳＴ 分析， 发现其与 ＭＨ０２１１７９ 及 ＯＲ９４８０３０ 同源

性最高， 分别为 ９７􀆰 ６９％和 ９７􀆰 ５５％。 选取已上传的

１０ 株 Ａ 群 ＰｏＲＶ ＶＰ６ 参考序列与 ２ 株 Ｇ９ 型和 ８ 株

Ｇ１２ 型 ＶＰ７ 参考序列， 使用 ＭＥＧＡ １１􀆰 ０ 软件分别绘

制 ＶＰ６、 ＶＰ７ 的遗传进化树。 结果显示， ＧＤＹＴ２０２４
株与 ＦＸ１７ （ＯＭ３６２０９５） 亲缘关系最近 （图 ３Ａ）， 其

基因型为 Ｉ５ 型； ＧＤＹＴ２０２４ 处于 Ｇ１２ 型分支， 与

ＧＺＹＰ２２０９２２４ 株 （ ＯＲ９４８０３１ ）、 ＧＺＹＰ２２０９２２３ 株

（ＯＲ９４８０３０） 亲缘关系最近 （图 ３Ｂ）。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＶＰ６； ２􀆰 ＶＰ７。

图 ２　 ＧＤＹＴ２０２４ 毒株 ＶＰ６ （Ａ）、 ＶＰ７ （Ｂ） ＰＣＲ 扩增结果
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注： ▲为本研究分离毒株。

图 ３　 ＶＰ６ （Ａ）、 ＶＰ７ （Ｂ） 基因遗传进化树分析

２􀆰 ３　 ＶＰ６ ＰＣＲ 扩增与重组表达载体的构建

ＰｏＲＶ ＶＰ６ 的 ＰＣＲ 扩增产物电泳后可见 １ 条约

１ １９４ ｂｐ 的条带， 与预期片段大小相符合 （图 ４）。
双酶切后， 将目的片段与表达载体 ｐＥＴ－ ２８ａ 连接，

并转化至大肠杆菌 ＢＬ２１ 感受态细胞， 挑取单菌落培

养， ＰＣＲ 鉴定阳性菌液送至生物公司进行测序。 测

序正确表明重组表达载体构建成功， 将重组质粒命名

为 ｐＥＴ－２８ａ－ＶＰ６。
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Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＶＰ６ 。

图 ４　 ＶＰ６ ＰＣＲ 扩增结果

２􀆰 ４　 重组质粒的表达

将鉴定正确的 ｐＥＴ－ ２８ａ －ＶＰ６ 阳性菌液扩大培

养， 同时设立无目的片段的空载为对照， 探索最佳的

ＩＰＴＧ 诱导浓度。 结果显示， 对照组未见目的蛋白条

带， 试验组在 ４３ ｋＤａ 可见目的蛋白条带， 但随 ＩＰＴＧ
浓度的升高， 目的蛋白条含量带未见明显变化， 表明

ＩＰＴＧ 浓度的变化对目的蛋白的表达无太大影响 （图
５Ａ）。 选择 ＩＰＴＧ 终浓度为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 进行诱导温度

的探索及目的蛋白的可溶性分析， 结果显示， 在

２５ ℃诱导处理样品的沉淀中， 目的蛋白的表达量最

大， 且为不可溶性表达 （图 ５Ｂ）。 纯化后蛋白条带单

一 （图 ５Ｃ）， 质量浓度为 ０􀆰 ７４４ ｍｇ ／ ｍＬ。

Ａ． ＩＰＴＧ 诱导浓度分析， 其中 Ｍ 为蛋白分子质量标准， １ 为空载， ２ ～ ５ 为 ｐＥＴ－２８ａ－ＶＰ６， ＩＰＴＧ 浓度分别为 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ７５ 和 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ；
Ｂ． 诱导温度及可溶性分析， 其中 Ｍ 为蛋白分子质量标准， １ 为 １６ ℃破碎后上清液， ２ 为 １６ ℃破碎后沉淀， ３ 为 ２５ ℃破碎后上清液， ４ 为 ２５ ℃破

碎后沉淀， ５ 为 ３７ ℃破碎后上清液， ６ 为 ３７ ℃破碎后沉淀； Ｃ． ＶＰ６ 蛋白纯化， 其中 Ｍ 为蛋白分子质量标准， １ 为纯化后蛋白。

图 ５　 重组表达载体表达条件的优化

２􀆰 ５　 多克隆抗体效价的测定

利用间接 ＥＬＩＳＡ 方法测定抗体的效价， 当阳性

血清孔与阴性血清孔 Ｄ４５０ ｎｍ 值的比值 （ Ｐ ／ Ｎ） ＞ ２􀆰 １
时， 最高稀释度为该多克隆抗体的效价。 纯化后鼠抗

ＰｏＲＶ ＶＰ６ 蛋白多克隆抗体 ３ 次检测效价均在 １ ∶
６４ ０００ 以上 （图 ６）。

图 ６　 ＶＰ６ 多克隆抗体效价检测

２􀆰 ６　 多克隆抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＩＦＡ 验证

ＰｏＲＶＡ ＡＨＢＺ２３０３、ＡＨＢＺ２３０４、ＡＨＢＺ２３０５、ＡＨＢＺ２３１０
株感染 Ｍａｒｃ１４５ 细胞后的蛋白样品经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 后，
转移到 ＰＶＤＦ 膜上进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测， 结果显示，
制备的 ＶＰ６ 多抗在 １ ∶ ５００ 至 １ ∶ ３ ０００ 倍稀释下与蛋

白样品反应的 ＰＶＤＦ 膜上出现 ４３ ｋＤａ 条带， 与预期

大小相符 （图 ７Ａ ～ Ｄ）， 且不与 Ｍａｒｃ１４５ 细胞蛋白样

品及 ＰＥＤＶ、 ＰＤＣｏＶ、 ＰＲＲＳＶ 等病毒感染细胞的蛋白

样品产生特异性抗原抗体反应 （图 ７Ｅ）， 表明制备的

多克隆抗体能够特异性地识别 ＰｏＲＶＡ 并具备良好的

反应原性。
ＩＦＡ 结 果 显 示， 用 ＶＰ６ 鼠 源 多 抗 血 清 检 测

ＡＨＢＺ２３０３、 ＡＨＢＺ２３０４、 ＧＤＹＴ２０２４ 株 感 染 的

Ｍａｒｃ１４５ 细胞可见有特异性的绿色荧光信号， 而空白

对照组细胞则无绿色荧光信号， 表明制备的 ＶＰ６ 鼠

源多抗血清能够用于 ＰｏＲＶＡ 的 ＩＦＡ 特异性检测， 且

与 ＶＰ６ 兔源多克隆抗体检测结果无显著性差异 （图
８）。
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Ｍ． 蛋白分子质量标准； １􀆰 ＡＨＢＺ２３０３； ２􀆰 ＡＨＢＺ２３０４； ３􀆰 ＡＨＢＺ２３０５； ４􀆰 ＡＨＢＺ２３１０； ５􀆰 未感染细胞对照 （Ｍａｒｃ１４５）； ６􀆰 ＰＥＤＶ； ７􀆰 ＰＤＣｏＶ；
８􀆰 ＰＲＲＳＶ。

图 ７　 ＶＰ６ 多克隆抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

图 ８　 ＶＰ６ 多克隆抗体 ＩＦＡ 鉴定 （比例尺＝１００ μｍ）
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３　 讨论

ＰｏＲＶ 在全球范围内广泛流行， 可感染所有年龄

段的猪， 尤其是仔猪， 引起腹泻、 呕吐和脱水等临床

症状， 且常与其他肠道病原体混合感染使症状加重，
严重损害猪群肠道健康进而影响猪的生长。 ＰｏＲＶ 最

早由 Ｂｏｈｌ［１７］用 ＭＡ１０４ 细胞在体外成功分离； 时洪艳

等［１８］使用 ２０ μｇ ／ ｍＬ 胰酶处理病料， 从 ＭＡ１０４ 细胞

上分离到 ＰｏＲＶ； 王振玲等［１９］ 使用 ３０ μｇ ／ ｍＬ 胰酶处

理病料， 在 Ｍａｒｃ１４５ 细胞上成功分离 ＰｏＲＶ， 同时杨

文宇等［２０］也使用 Ｍａｒｃ１４５ 细胞分离到 ＰｏＲＶ。 本研究

基于上述 ＰｏＲＶ 分离方法， 将样品研磨过滤液与 １０
μｇ ／ ｍＬ 胰酶于 ３７ ℃ 水浴 ２ ｈ 预处理后接种于单层

Ｍａｒｃ１４５ 细胞， 进行病毒分离培养。 在盲传第 ３ 代开

始出现 ＣＰＥ， 传至 ４ 代后分离株可以在 Ｍａｒｃ１４５ 细胞

上产生稳定的 ＣＰＥ， 细胞变圆肿胀、 边界模糊、 脱

落、 颗粒增多， 呈葡萄串状堆积， 出现胞浆相连融合

灶及拉网现象， 细胞单层脱落， 该结果与黄小波

等［２１］研究结果相似。 近年来， 我国猪场 ＰｏＲＶ 的检

出率及流行率逐渐升高， 据 Ｑｉａｏ 等［２２］ 对我国 ２３ 个

省 ２３０ 个猪场收集的 ２５ ７６８ 份哺乳仔猪腹泻样品的

最新调查发现， ＰｏＲＶ 样品阳性率为 ５１􀆰 １５％， 猪场

ＰｏＲＶ 阳性率高达 ８６􀆰 ５２％； 进一步的遗传进化分析

表明， Ｇ９、 Ｐ ［ １３］ 和 Ｉ５ 是主要的基因型， Ｇ９Ｐ
［２３］ 为最常见的基因型组合。 Ｇ１２ 型 ＰｏＲＶ 于 ２００２
年首次在印度东部由 Ｇｈｏｓｈ 等［２３］发现； Ｍｉａｏ 等［２４］ 在

２０２２ 年分离到 １ 株人猪重组 ＰｏＲＶ （ＣＮ１２７）， 其基

因型为 Ｇ１２Ｐ ［７］； 本研究成功分离到 １ 株稳定传代

的 Ｇ１２ 型 ＰｏＲＶ， 但并未进行全基因组分析， 其是否

存在与其他物种的重排或重组现象值得后续研究。 此

外， 临床上需加强对该基因型 ＰｏＲＶ 的检测， 提前防

范以规避其潜在的公共卫生风险。 同时本研究尝试使

用了多对 ＶＰ４ 引物进行 ＰＣＲ 扩增， 均未得到目的条

带， 这可能与该毒株 ＶＰ４ 变异较大、 使用引物与本

研究分离毒株不匹配等有关， 后续可采用高通量测序

方法对 ＧＤＹＴ２０２４ 进行全基因组测序。
抗体是研究病毒感染及其致病机制、 与宿主相互

作用及相关蛋白质功能等不可或缺的工具。 李素芬

等［２５］以 ＪＳＮＪ２０１９ 全病毒为免疫原制备了兔源多克隆

抗体； 王奕斐等［１６］选取了 ＶＰ４ 开放阅读框的 ２ 个区

域及 ＶＰ６ 的完整开放阅读框制备了相应的兔源多克

隆抗体； 而李科茫等［５］制备了 ＰｏＲＶＡ 鼠源 ＶＰ６ 的单

克隆抗体， 为相关基础研究及临床血清学检测方法的

开发奠定了基础。 相比于单克隆抗体， 多克隆抗体的

制备具有简单、 经济、 包容性强、 稳定性高等优势。
为后续进一步开展 ＶＰ６ 蛋白的生物学功能及 ＰｏＲＶ 的

基础性研究， 本研究成功构建了 ＰｏＲＶＡ 重组表达载

体 ｐＥＴ－２８ａ－ＶＰ６， 参照王奕斐等［１６］的试验， 对 ＩＰＴＧ
的诱导浓度、 温度及时间进行了优化， 最终选择了

０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 作为诱导浓度、 ２５ ℃诱导 １２ ｈ 作为时间

条件， 获得了纯化的 ＰｏＲＶＡ ＶＰ６ 重组蛋白及其鼠源

多克隆抗体。 Ｃｈｏｉ 等［２６］ 发现， 通过密码子优化可以

显著提高人源 ＲＶ ＶＰ６ 重组蛋白在大肠杆菌中的表

达。 本研究直接扩增了 ＰｏＲＶＡ ＶＰ６ 的全长核苷酸，
未对 密 码 子 进 行 优 化， 重 组 蛋 白 浓 度 达 ０􀆰 ７４４
ｍｇ ／ ｍＬ， 其产量可满足鼠源多抗制备的需求。 本研究

制备的 ＶＰ６ 鼠源多克隆抗体在 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ （ １ ∶
３ ０００ 稀释） 和 ＩＦＡ （１ ∶ １ ５００ 稀释） 试验中均表现

出良好的反应原性。
综上， 本研究成功分离到了 １ 株 Ｇ１２ 型 ＰｏＲＶＡ，

制备的抗体可用于后续 ＶＰ６ 蛋白功能研究及 ＰｏＲＶＡ
感染诊断方法的建立。
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